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論 文 内 容 要 旨
【背 景 ・ 目 的 】
Helicobacterpylori(H.pylori)感染 胃粘膜 では,Th1優 位の免疫 応答が起 こり,胃 粘膜萎縮や
腸上 皮化生が進展 し発癌の母地 となるが,そ の分 子生物学 的発生機序 に関 しては不明な点 も多い。
一 方,ホ メオボ ックス遺伝子Sox2はES細胞,脳,網 膜,肺 さ らに胃の器 官発生 ・分化維持 に
関与 してい る。 しか し,H.pylori感染 胃粘膜 にお けるSox2の発現 調節 を担 うシグナル伝達 と,
固有 胃腺か ら腸上皮 化生 へのtransdifferentiationにおけ るS x2の役 割 につ いて は解明 されて
いない。 そ こで,H.pyloriとその関連サイ トカイ ン刺激 によるSox2の発現調 節機構 につ いて細
胞内 シグナル伝達機 構 も含め解析 し,更 に腸上皮化生 に関連す るホメオ ボ ックス遺 伝子Cdx2と
の相互作用 につ いて 明 らかにす るこ とを目的 と した。
【方 法 ・ 結 果 】
H.pylori感染 胃粘 膜 における免疫組織化学 的検討 において,Sox2は固有 胃腺で主 細胞 および
被 蓋上 皮細 胞 で発現 が認 め られ,更 に腺頚部 で強 く認 め られ た。 またMUC5ACはSox2の 発
現 した一部 の細胞 で発現が認 め られたが,Cdx2およびMUC2の 発現 は認 め られ なか った。一
方,完 全型 腸上皮 化生で はSox2およびMUC5ACの 発 現 を認 めず,相 補 的にCdx2とMUC2
は強 く発現 を認 め た。 ヒ ト胃上皮 培養細胞株AGSお よびMKN45に おけ るウェスタ ンブ ロッ ト
法 を用 いた検 討で は,Th1関 連 サ イ トカイ ンであ るIFN一γ,IL-1β,TNF一αの刺激 では直接
的 なSox2の発現 量 の変化 を認 めなか った ものの,Th2関 連 サイ トカイ ンで あ るIL-4刺激 によ
りSox2は濃度 依存 性 に,AGSで2.0倍,MKN45で は2.5倍の発現誘導 が認 め られ た。 更に,
IL-4刺激 によ り濃度依存 的および経時的 にSTAT6の活性化 お よびSox2の発現誘導 を ウ ェス タ
ンブ ロ ッ ト法 を用 い た検討で認 めた。STAT6siRNA導入 によ りSTAT6の発現 を阻害 した結
果,IL-4刺激 に よるpSTAT6の発現量 は減少 し,Sox2発現誘導 は阻害 され た。 また,STAT6
のDNA結 合能 について,Sox2に特異 的なSTAT6probeを用 いてゲル シフ トア ッセ イを行 っ
た結果,IL-4刺激 によ りバ ン ドの増強を認 め,抗STAT6抗 体 によ りそのバ ン ドの減弱を認めた。
また,IL-4によるSox2発現 誘導 は,H.pyloriおよびIFN一γに よ りSTAT6の リン酸化 を介 した
経 路 を阻害す る ことによって,H.pyZoriで53%,IFN一γで50%まで抑制 され,各 々MUCsACの
発 現 も抑 制 され た。 更 に,ヒ ト胃粘膜 においてH.pylori除菌前 後でのpSTAT6活性 につ いて免
疫 組織化 学を用 いて検討 した ところ,pSTAT6indexは且ρツ10π感 染 胃粘膜 で53.3±1.8%,
除 菌後 の 胃粘 膜 にお いて742±1.8%で あ り,除 菌後有意 に増 加 し,Hpヅo厂'がSTAT6のリン
酸化 を阻害 して いた。最後 に,Sox2siRNAによ りSox2の発現 を阻害 した結 果,ウ ェス タ ン
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プ ロッ ト法 にてCdx2の発現が2.2倍まで増強 し,ま たRT-PCR法ではnひCsACの 発現は抑制,
MUC2発現 は誘導 され,Sox2の発現抑制 によ り腸型 形質が誘導 された。
【結 論 】
IL-4によるSTAT6シ グナル伝達 を介 したSox2の発現調節機構 が 胃分化 の維持 に重要な役 割
を果 た して いる と考え られ た。更 に,Th1優 位 とな るH.pylori感染 胃粘膜 においては,Sox2発
現 抑制が腸上皮化生の進展 に影響 して いる可能 性が示 唆 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨
【背 景 ・目的】Helicobacterpyiori(H.pylori)感染 胃粘 膜で は,Th1優位 の免疫 応答が起 こり,
胃粘膜萎 縮 や腸上 皮化生が進展 し発癌の母地 とな るが,そ の分子生物 学的発生 機序 に関 して は不
明 な点 も多 い。 一方,ホ メオボ ックス遺伝子Sox2はES細 胞,脳,網 膜,肺 さ らに胃の器官発
生 ・分化維持 に関与 してい る。 しか し,H.pylori感染 胃粘膜 におけ るSox2の発現 調節 を担 うシ
グナル伝達 と,固 有 胃腺か ら腸上皮化生へのtransdifferentiationにおけ るSox2の役割 にっい
て は解 明 されて いない。 そ こで,H.pyloriとその関連 サイ トカイ ン刺激 によるSox2の発現調節
機構 について細胞 内 シグナル伝達機構 も含 め解析 し,更 に腸上皮化生 に関連 す るホメオボ ックス
遺伝子Cdx2と の相互作用 につ いて明 らか にす るこ とを 目的 とした。
【方 法 ・結果】Hρ ッ10κ感染 胃粘膜 における免 疫組織化 学的検討 において,Sox2は固有 胃腺で
主細 胞 およ び被蓋 上 皮細胞 で発現 が認 め られ,更 に腺 頚部 で強 く認 め られた。 またMUC5AC
はSox2の発現 した一 部 の細 胞で発現が認 め られた が,Cdx2=およびMUC2の 発現 は認 め られ
な か った。 一方,完 全 型腸上 皮化 生で はSox2およびMUC5ACの 発 現 を認 め ず,相 補的に
Cdx2は強 く発現 を認 めた。 ヒ ト胃上皮培養 細胞株AGSお よびMKN45に お け るウ ェスタ ンブ
ロ ッ ト法 を用 いた検討 で は,Th1関 連 サイ トカイ ンで あるIFN一γ,IL-1β,TNF一αの刺激で
は直接 的 なSox2の発現量 の変化 を認 めなか った ものの,Th2関 連 サ イ トカイ ンであ るIL-4刺
激 によ りSox2は濃度依存性 に,AGSで2.0倍,MKN45で は2.5倍の発現 誘導が認 め られた。
更 に,IL-4刺激 によ り濃度依存 的お よび経時的 にSTAT6の活性化お よびSox2の発現誘導 をウェ
スタ ンブ ロ ッ ト法 を用 いた検討 で認 めた。sTAT6siRNA導入 によ りsTAT6の発 現 を阻害 し
た結 果,IL4刺 激 によ るpSTAT6の発現量 は減 少 し,Sox2発現誘 導 は阻害 され た。 また,
STAT6のDNA結 合能 につ いて,Sox2に特異 的 なSTAT6prebeを用 いて ゲル シ フ トア ッセ
イを行 った結 果,IL-4刺激 によ りバ ン ドの増強 を認 め,抗STAT6抗 体 によ りそのバ ン ドの減弱
を認 めた。 また,IL-4によ るSox2発現誘導 は,Hpyloriおよ びIFN一γに よ りSTAT6の リン
酸化を介 した経 路 を阻害す ることによって,H.pyloriで53%,IFN一γで50%まで抑制 され,各 々
MUC5ACの 発 現 も抑制 され た。更 に,ヒ ト胃粘膜 にお いてH.pylori除菌前 後で のpSTAT6活
性 につ いて免 疫組 織化 学 を用 いて検討 した ところ,pSTAT6indexはHρッ10r～感 染 胃粘膜 で
53.3±1.8%,除菌 後 の胃粘 膜 にお いて74.2±1.8%であ り,除 菌後有 意 に増 加 し,Hpyioriが
STAT6のリン酸 化 を阻害 していた。最後に,sox2siRNAによりsox2の発現 を阻害 した結果,
ウェス タ ンブ ロ ッ ト法 にてCdx2の発現 が2.2倍まで増強 し,ま たRT-PCR法で はMUC5AC
の発 現は抑制,MUC2発 現 は誘導 され,Sox2の発現 抑制 によ り腸型形 質が誘導 された。
【結論 】IL-4によ るSTAT6シ グナル伝達 を介 したSox2の発現調節機構 が胃分 化の維持 に重要
な役 割 を果た して い ると考 え られた。 更 に,Th1優 位 とな るH.pylori感染 胃粘 膜 にお いて は,
Sox2発現 抑制が腸上 皮化生の進展 に影響 して いる可能性 が示唆 された。
よ って,本 論 文 は博 士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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